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Alguns microrganismos de ecossistemas virgens são capazes de utilizar petróleo como fonte de carbono e 
energia. O conhecimento dessa biodiversidade microbiana pode revelar vias metabólicas microbianas para 
utilizar alcanos que venham a ter importância biotecnológica. Os objetivos deste estudo são prospectar e avaliar 
a resposta de comunidades de microrganismos alcanotróficos de solos e sedimentos de mangue da Bacia 
Petrolífera Potiguar (BPP) e solo da Mata Atlântica na Reserva Horto de dois Irmãos-PE utilizando o gene alkB 
como biomarcador molecular com as técnicas de PCR e PCR-DGGE. Os microcosmos foram contaminados ou 
não com 3% de óleo. O mDNA (DNA metagenômico) foi extraído do microcosmo em intervalos de dois meses 
durante um ano de experimento. As análises do screening molecular foram realizadas em gel de agarose (1,8%) e 
PAGE (12%). Amplicons de tamanho esperado (~256pb e ~560bp) foram obtidos. Usando o biomarcador para o 
gene alkB foi possível encontrar evidências de bactérias alcanotróficas em sedimentos de mangue da BPP nas 
amostragens de tempos 60d, 120d e 240d principalmente nos microcosmos contaminados. Por outro lado, em 
solos de Mata atlântica na área de reserva do Horto de Dois Irmãos-PE, as amostragens nos tempos de 00d, 60d, 
300d e 360d  mostraram evidências preferencialmente nos microcosmos contaminados. A resposta de 
comunidades microbianas alcanotróficas nativas de solos e mangue da BPP ao impacto de contaminação por 
petróleo através de PCR e PCR-DGGE sugerem uma dinâmica de comunidades em função do tempo e da 
presença do petróleo. Estes resultados sugerem que comunidades microbianas alcanotróficas podem estar 
presentes em ambientes sem histórico de contaminação por petróleo inclusive em ambientes alheios a Bacia 
Petrolífera Potiguar 

 

RN como a Mata Atlântica na Reserva Horto Dois Irmãos-PE. Nossas pesquisas sugerem 
que as bactérias alcanotróficas nativas dos solos e ambientes virgens podem, através de métodos de 
bioestimulação, ser utilizadas em bioremediação, evitando assim a introdução de microrganismos exóticos à 
Bacia Petrolífera Potiguar 

 

RN. O conhecimento sobre microbiologia do petróleo na BPP pode contribuir para a 
indústria do petróleo e para uma melhor administração de investimentos e as responsabilidades ambientais 
política e social.  

Microcosmos-1, Alcanotróficoss-2, alkB-3, metagenômica-4.  

1. INTRODUÇÃO  

Nosso conhecimento a respeito da diversidade microbiana é, em parte, limitado por nossa inabilidade em 
reproduzir todas as variáveis ambientais dos microrganismos nos diferentes tipos de ecossistemas. Todos os 
organismos da biosfera dependem das atividades microbianas pela sua capacidade no processo de ciclagem de 
nutrientes e, de certa forma, por influenciar os ambientes abaixo e acima do solo. No entanto, diversas atividades 
antropogênicas como a indústria do petróleo, podem potencialmente afetar a biodiversidade microbiana local, 
sendo desconhecidas como estas alterações nas comunidades microbianas podem influenciar os ecossistemas 
mais profundos e os mais superficiais. Devido à escassez de informações dos microrganismos nativos nos solos 
de ambientes que não tiveram nenhum tipo de exposição ao petróleo ou derivados, houve a necessidade da 
realização de estudos microbiológicos e moleculares destes microrganismos em diferentes ecossistemas 
localizados dentro da Bacia Petrolífera Potiguar - RN, como por exemplo, através de ensaios de microcosmos 
com solos de mangue, utilizando a técnica independente de cultivo PCR-DGGE. Este trabalho é o primeiro 
estudo de biodiversidade de bactérias alcanotróficas nativas sob impacto de contaminação com petróleo em solos 
continentais e costeiros Bacia Petrolífera Potiguar (BPP) e Mata Atlântica-PE utilizando o biomarcador 
molecular alkB.   

2. REVISÃO DA LITERATURA  
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O petróleo é um recurso não renovável resultante de processos físico-químicos e biológicos sofridos pela 
matéria orgânica depositada geologicamente, sendo que sua exploração comercial ocorre há mais de 140 anos e 
desde o início os engenheiros do petróleo têm enfrentado problemas causados por microrganismos (Atlas, 1981; 
Magot et al., 2000; Van Hamme et al., 2003; Head et al., 2003). O petróleo sofre diversas transformações físicas 
e biológicas que são reguladas pelas características específicas do derramamento e do ambiente atingido. Assim, 
o grau de impacto ambiental e a persistência do petróleo no ambiente dependem de fatores como: habitat 
atingido, tipo e quantidade do óleo, espécies de organismos atingidos, época do ano, condições hidrográficas e 
meteorológicas, clima, freqüência e duração da exposição ao petróleo e as práticas utilizadas na tentativa da 
descontaminação. 

O petróleo e seus derivados podem persistir por mais de vinte anos em manguezais, antes que a vegetação se 
recupere totalmente. Esta alta persistência é explicada pela lenta biodegradação dos hidrocarbonetos devido à 
limitação de oxigenação do meio e a lenta ciclagem dos nutrientes, essenciais para a atividade microbiana 
aeróbia (Scherrer e Mille, 1989). A persistência dos hidrocarbonetos depende também da exposição do sítio 
contaminado aos fluxos de águas marinhas, influenciados pelas marés. A maior freqüência de exposição a esses 
fluxos pode acelerar a remoção dos hidrocarbonetos, contribuindo para a recuperação da vegetação (Getter et al., 
1984). Os derramamentos de petróleo e seus derivados constituem a principal e mais danosa causa de 
contaminação nos solos e águas. Entretanto, processos como a bioremediação podem ser utilizados para 
minimizar os impactos ambientais causados (Head et al., 2003).  

Uma grande quantidade de estudos da diversidade microbiana biodegradadora de petróleo e/ou seus 
derivados e xenobióticos realizam as análises em ambientes associados a petróleo (Smits et al., 1999; Orphan et 
al., 2000) inclusive no Brasil (Santos de Oliveira, 2001; Luz et al., 2004 e Sette et al., 2006). No entanto, 
praticamente se desconhece sobre a diversidade de comunidades microbianas nativas de locais não impactados, 
porém com potencialidades de o serem, como os realizados no Kuwait (Obuekwe et al, 2003), na Alemanha 
(Kloos et al., 2006) e no Rio de Janeiro, Brasil (Evans et al., 2004ab). 

Pesquisas sobre a diversidade microbiana nativa em diferentes ecossistemas de bacias petrolíferas no Brasil 
são limitadas. Na Bacia Petrolífera Potiguar-RN (BPP), a mais importante produtora de petróleo on shore, 
Santos (2006) verificou através da técnica de PCR-DGGE que a população microbiana nativa de solos de 
Macau/RN (Caatinga) e de Diogo Lopes-RN (Mangue) apresentava uma dinâmica de comunidades em resposta 
à contaminação por petróleo em função do tempo e tipo de solo impactado, inclusive em amostras de solo da 
Mata Atlântica na Reserva Horto Dois Irmãos-PE localizada fora da BPP. Coutinho (2005) demostrou a 
ocorrência de microrganismos nativos de Diogo Lopes-RN (Mangue) e da Mata Atlântica na Reserva Horto Dois 
Irmãos-PE com potencial de produção de biomassa microbiana utilizando petróleo como única fonte de carbono. 
Silva (2005) isolou bactérias redutoras de Ferro (III) dos solos amostrados por Santos (2006) com potencial 
petrodegradador em aerobiose e anaerobiose. Souza Junior (2006) avaliou a produção de biosurfactantes em 
bactérias biodegradadoras de petróleo isoladas por Coutinho (2005) e Silva (2005), observando que estas 
apresentam uma produção aumentada de moléculas biosurfactantes quando crescem em petróleo como única 
fonte de carbono.  

Neste trabalho, avaliaremos a ocorrência e diversidade de microrganismos alcanotróficos nativos através da 
aplicação de métodos moleculares como PCR-DGGE, em um screening metagenômico utilizando o gene 
catabólico envolvido na biodegradação de n-alcanos em amostras de microbiomas nativos da Bacia Petrolífera 
Potiguar-RN (BPP), na área de proteção ambiental (Mangue) e fora da BPP na Reserva do Horto de Dois 
Irmãos-PE.  

3. METODOLOGIA  

3.1. Locais de amostragem de solos e sedimentos  

Os locais de amostragens foram escolhidos de forma aleatória: Distrito de Macau-RN em Diogo Lopes-RN 
(05°05 39 de Latitude Sul e 36°21 33 de Longitude Oeste) na área de Proteção Ambiental (Mangue), 
pertencente à Bacia Petrolífera Potiguar, sem nenhum histórico registrado de contaminação por petróleo. E no 
Horto de Dois Irmãos-PE (08°03 00 de Latitude Sul e 34°59 17 de Longitude Oeste) área de reserva florestal 
em remanescente de Mata Atlântica, localizada fora da Bacia Petrolífera Potiguar, em local selvagem não 
afetado por ação antrópica e sem histórico de contaminação por petróleo.  

3.2. Contrução do ensaio de microcosmo   

A construção do ensaio de microcosmo foi realizada por Santos (2006) As amostragens dos solos de 
microcosmos para análises foram realizadas a cada 2 meses (Tempos 0, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 dias), 
durante um período total de 12 meses de experimento (Figura 1).  



4o PDPETRO, Campinas, SP  6.2.0416-1 

 
3 

21-24 de Outubro de 2007 

Copyright © 2007 ABPG                     

Figura 1. Ilustração do ensaio de microcosmo (à esquerda) e desenho esquemático de sua montagem (à direita).  

3.3. Linhagens bacterianas utilizadas  

As cepas bacterianas Escherichia coli W3110 (pGEc47) contendo o operon alk, Pseudomonas putida GPo1 
(comumente conhecida como Pseudomonas oleovorans GPo1) (pOCT), e P. putida GPo12 (curada do pOCT)  
(Smits et al, 2002) utilizadas como controle positivo foram cedidas pelo pesquisador Dr. Bernard Witholt do 
Instituto Federal de Tecnologia da Suíça (ETHZ).   

3.4. Desenho de oligonucleotídeos para PCR  

Foi construída uma base de dados de genes alk de degradação de alcanos, através de mineração em bancos de 
dados: NCBI (The National Center for Biotechnology Information - USA), KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes - JAPÃO) e UMBBD (University of Minnesota Biocatalysis/Biodegradation Database - 
USA). A escolha das seqüências nucleotídicas para desenho dos primers degenerados dmat

 

foi realizada a partir 
de alinhamentos múltiplos gerados pelo programa CLUSTALW (Higgins e Sharp, 1988). Para a escolha dos 
primers específicos mat

 

para o gene alkB de Pseudomonas foi utilizado o programa Fast PCR (by Ruslan 
Kalendar, versão 3.8.82 para Windows) e foi adicionado na extremidade 5` do primer forward específico, 
denominado de matg,

 

um grampo de GC com 40 nucleotídeos 5 CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG 
GCG GGG GCA CGG GGG G 3 (Nakatsu et al., 2000). Também foram utilizados os primers universais 
baseados no gene 16S rDNA que foram desenvolvidos por Santos (2006). Todos os primers foram sintetizados 
por Integrated DNA Technologies.  

3.5. Extração de DNA metagenômico de solos e extração de DNA genômico dos isolados microbianos  

O mDNA das amostras de solos puros e contaminados do microcosmo foram extraídos utilizando o kit 
FastDNA SPIN (BIO101, Carlsbad, CA, USA). A solução de DNA foi estocada no freezer (-20°C).  

3.6. PCR e DGGE  

O programa de ciclagem (denominado DOWNTM) foi o mesmo para ambos os pares de primers ISBA 
(rDNA16S), dmat

 

(alkB primer degenerado) e matg

 

(alkB primer específico), como descrito por Santos (2006). 
Para amostras de DNA metagenômicos foi utilizado o seguinte protocolo de PCR: 1 µL de DNA (~40 ng/ µL) , 1 
µL de 2,5 mM MgCl2, 2 µL de tampão de PCR10X (Biosystem), 2 µL de primer foward (20 pmol), 2 µL primer 
reverse (20 pmol), 1 µL DNTPs e 2,5 U de Taq polimerase Taq (Biosystem) e/ou alternativamente GoTaq® 
Flexi DNA Polymerase (PROMEGA). Após a reação de PCR com mDNA, as amostras foram analisadas em gel 
de agarose a 1,8%, colorados com brometo de etídio 0,5 g/ml e visualisadas em transiluminador de UV (Cole 
Parmer 97500, Chicago, USA).  As mesmas reações de PCR foram analisadas pela técnica de PCR-DGGE, 
utilizando o aparelho DGGE-1001 (C.B.S., Scientific Company). A eletroforese foi realizada utilizando um gel 
de poliacrilamida 8% durante 16 horas a 80V e 22mA, com gradiente de desnaturação uréia-formamida de 40% 
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a 60%. Em cada canaleta do DGGE foram aplicados 10 l das reações de PCR. Os géis foram corados com 
nitrato de prata 0,2% e fotodocumentados no sistema Kodak (Kodak Edas 290 1D v3.5.4. Scientific Imaging 
Systems, New Haven, USA). 

 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Vários microrganismos são capazes de crescerem em presença de alcanos em virtude de possuírem uma 
alcano hidroxilase que ativa alcano a 1-alcanol. Este depois será metabolizado por uma álcool-desidrogenase e 
uma aldeído desidrogenase a ácidos graxos, as quais serão incorporadas ao metabolismo central do 
microrganismo (Van Beilen et al., 2002). As maiorias destes microrganismos descritos na literatura é 
proveniente de ambientes contaminados pelo petróleo e/ou seus derivados localizados em diversos países, 
inclusive o Brasil. Porém, são poucos os trabalhos realizando análises de comunidades microbianas degradadoras 
de petróleo e seus derivados em regiões não impactadas localizadas em locais de risco ambiental. O nosso 
trabalho é pioneiro no Brasil na prospecção de comunidades de microrganismos nativos alcanotróficos 
provenientes de solos não contaminados por petróleo (e seus derivados) de áreas de mangue da BPP e da Mata 
Atlântica (Reserva Horto de Dois Irmãos-PE). 

A prospecção por PCR utilizando primers degenerados dmat

 

para o gene alkB em mDNAs provenientes dos 
ensaios de microcosmo, quer solo puro quer contaminado com petróleo, de Diogo Lopes-RN (mangue) e Horto 
de Dois Irmãos permitiram detectar diferentes produtos de amplificação em relação ao amplicom esperado  (243 
pb para o gene alkB de P. putida GPo1), como mostrado nas Figuras 2 e 3  para os solos de Mangue e Mata 
Atlântica,  respectivamente. Estes resultados sugerem a ocorrência de microrganismos que possuem o gene alkB 
ou mais de uma cópia deste e até mesmo genes relacionados, assim como descrito por Smits et al., (1999) 
(Acinetobacter sp ADP), Whyte et al., (2002) (Rhodococcus NRRL B16531 e NRRL Q15), Hara et al., (2004) 
(A. burkomensis SK2) em isolados bacterianos e também em amostras ambientais como descrito por Luz et al., 
(2004) ao verificar a presença de múltiplas cópias deste gene em amostras ambientais de Cubatão-SP.                 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,8% do PCR com mDNA do microcosmos de Diogo Lopes (DL) com 
os primers degenerados dmat. Cor verde- microcosmo solo puro, cor vermelha - microcosmo solo contaminado 

com petróleo. M é marcador.          

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,8% do PCR com mDNA do microcosmos de Dois Irmãos-PE com os 
primers degenerados dmat. Cor verde- microcosmo solo puro, cor vermelha - microcosmo solo contaminado 

com petróleo. M é o marcador 
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Nossos resultados experimentais revelam mudanças na dinâmica de comunidades microbianas alcanotróficas 
avaliadas através do screening metagômico utilizando o gene alkB nos diferentes tipos de solos estudados . Os 
amplicons foram observados em resposta a variáveis ambientais ou agentes tóxicos como o petróleo, podendo 
ser deduzido que o efeito biocida aumentou nos primeiros 04 meses, levando ao desaparecimento dos produtos 
de PCR (Figuras 2 e 3), ressurgindo na amostra 240d, quando aconteceria uma provável adaptação das 
comunidades microbianas nativas para novamente serem reduzidas ou ausentes nos tempos de coleta 300d e 
360d (Figura 3). Situações experimentais como realizadas em nossa abordagem foram também observadas em 
diferentes microrganismos por diferentes autores, tais como: Barbosa et al. (2006) e Halet et al. (2006), porém 
nenhum destes utilizaram petróleo.                 

Figura 4. Perfil de DGGE das amplificações de mDNA do microcosmo do solo de Diogo Lopes-RN com os 
primers matg. Cor verde- microcosmo solo puro, cor vermelha - microcosmo solo contaminado com petróleo. 

Pseu 

 

Pseudomonas, 16S - Pool de bactérias com os primers 16S rDNA (Santos, 2006).                     

Figura 5. Perfil de DGGE das amplificações de mDNA do microcosmo do solo de Dois Irmãos-PE com os 
primers matg. Cor verde- microcosmo solo puro, cor vermelha - microcosmo solo contaminado com petróleo. 

Pseu 

 

Pseudomonas, 16S  - Pool de bactérias com os primers 16S rDNA (Santos, 2006).  

A utilização de primers degenerados ou específicos permitiram inferir que os primers matg

 

que não 
detectaram a ocorrência de DNA molde de bactérias alcanotróficas nas diferentes amostras de mDNA  e tipos de 
solos ou se encontram abaixo do nível de detecção da técnica de PCR ou não estavam suficientemente 
representados nos solos tropicais analisados (Figuras 4 e 5). No entanto, Whyte et al. (2002) e Luz et al. (2004) 
conseguiram detectar o gene alkB em solos poluídos através de técnicas de hibridização de DNA. Embora 
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autores detectassem Pseudomonas em manguezais tropicais, inclusive na Baia da Guanabara-RJ, eles não 
relatam a ocorrência de genes alkB (Brito et al., 2006). Esses ecossistemas apresentam características intrínsecas 
diferentes quando comparadas com os locais de amostragem de nosso estudo, o que pode ter uma relação direta 
com a biodiversidade nativa microbiana. Dados de sequenciamento nucleotídico de DNA destes amplicons 
gerados em nosso screening metagenômico contribuirão para a identificação molecular dos microrganismos 
nativos nos solos avaliados.   

5. CONCLUSÕES  

Utilizando o gene alkB como biomarcador molecular foi possível encontrar evidências da ocorrência de 
bactérias alcanotróficas no sedimento de mangue da Bacia Petrolífera Potiguar 

 

RN e no solo da Mata Atlântica 
na Reserva Horto Dois Irmãos-PE. A resposta de comunidades microbianas alcanotróficas nativas de solos e 
mangue da Bacia Petrolífera Potiguar 

 

RN ao impacto de contaminação por petróleo através de PCR e PCR-
DGGE sugerem uma dinâmica de comunidades em função do tempo e da presença do petróleo. Nossos 
resultados sugerem que comunidades microbianas alcanotróficas podem estar presentes em ambientes sem 
histórico de contaminação por petróleo, inclusive em ambientes alheios à Bacia Petrolífera Potiguar 

 

RN como 
a Mata Atlântica na Reserva Horto Dois Irmãos-PE. Estas pesquisas sugerem que as bactérias alcanotróficas 
nativas dos solos e ambientes virgens podem, através de métodos de bioestimulação, ser utilizados em eventuais 
experimentos de bioremediação, evitando assim a introdução de microrganismos exóticos à Bacia Petrolífera 
Potiguar 

 

RN. Este estudo é pioneiro no Brasil na bioprospecção de comunidades de microrganismos 
alcanotróficos nativos provenientes de solos não contaminados por petróleo (ou derivados) de áreas de mangue 
da BPP e da Mata Atlântica (Reserva Horto de Dois Irmãos-PE).  
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DETECTION OF ALKANOTROPHIC BACTERIA IN PETROLIFEROUS BASIN 
POTIGUAR SOILS AND MANGROVE  

Some microrganisms from virgins ecosystems are able to use petroleum it as source of carbon and energy, as for 
example the alkanotrophics bacteria. The knowledge of microbial biodiversity can help to reveal new metabolic 
systems for utilization alkanes with biotechnological importance. The aim of this study is prospect and analyze 
the response of the indigenous microbial alkanotrophics communities in soil and mangrove sediments of Basin 
petroliferous Potiguar (BPP) and soil of Atlantic forest in the Horto Dois Irmãos Reserve area/PE in microcosm 
assay using the molecular biomarker gene alkB with the PCR and PCR-DGGE approach. The microcosms were 
uncontaminated or contaminated with 3% of oil. The mDNA (metagenomic DNA) was extracted from the 
microcosms in intervals of two months during one year of the experiment. The analyses of the molecular 
screening were made by electrophoresis in agarose gel (1.8%) and PAGE (12%). PCR amplicons of expected 
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size (~256pb and ~560bp) were obtain. Using the biomarker alkB gene was possible to find evidences of the 
alkanotrophics bacteria in mangrove of BPP at sampling time 60d 120d 240d preferentially on contaminated 
microcosms. On the other hand, in soils of Atlantic forest in Horto de Dois Irmãos -PE Reserve area at sampling 
time 00d, 60d, 300d and 360d preferentially on contaminated microcosms. The response of the native microbial 
communities in soils and mangrove (inside BPP) to petroleum impact in PCR and PCR-DGGE suggest a 
community dynamics in presence of petroleum and time related. Our results suggest that microbial alkanotrophic 
communities could be present in places never contaminated by the petroleum including environment outside 
BPP like the Atlantic forest in Horto Dois Irmãos Reserve area/PE. Our researches suggest that indigenous 
alkanotrophic bacteria from soils and natural environment could be using in bioremediation strategies by 
bioestimulation assays avoid the use of exotics microorganisms on BPP. This study is the first report of 
indigenous alkanotrophic bacteria in soils and mangrove of BPP. The knowledge about the petroleum 
microbiology in the BPP may help to petroleum industry for better administration of investments and politic on 
environmental and social responsibilities.   

Microcosm-1, Alkanotrophics-2, alkB-3, metagenomic-4.   
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